REPUBLtQUE FRANqAIS 



PRIORITY! 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE 17.Ua) OR (b) 




PCT/FR9 9 /02 5 1/ 
9/807507 



INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIETE 
INDU5TRIELLE 




1 



BREVET D'INVENTION 



CERT I F I CAT D'UT I L I TE - CERT I FICAT D'ADD I T I ON 



COPIE OFFICIELLE 



Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lnstitut. 



Fait 



a Paris, le 1. 3.. pC i ■ 1999 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la propriete industrielle 
Le Chef du Departennent des brevets 




Marline PLANCHE 



DB 267/250298 



SIEGE 



INSTITUT 26 bis, rue de Saint Petersbourg 

NATIONAL DE 75800 PARIS C6dex 08 

LA PROPRIETE Telephone : 01 53 04 53 04 

INDUSTRIELLE Tif^copie : 01 42 93 59 30 



ETABLISSEMENT PUBLIC NATIONAL CREE PAR LA LOI M" 51-444 DU 19 AVRTL 1951 



■NSTITUT 
NATIONAL Ol 
LA P«0»IKTf 



26 bis, rue de Saint Pdtersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

T^I6phone : 01 53 04 53 04 T^l^copie : 01 42 93 59 30 
Reserve h I'INPI 



— i Reserve h I'INPI ■■ 

PIECES yV^. 

1 5 OCT. 1998 



BREVET D'lNVENTION, CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propri^d intellectuelle-Uvre VI 

REQU£TE en DtUVRANCE 

Corifirmatkmd*und^parttl6copie | [ 

Cel imprint est k remplir i fencre noire en lettres capHales 



55 -1328 



DATE DE REMISE DES I 

N° D'ENREGISTREMENX.riATIONAL ^^S^ ^ ^ 
OEPARTEMENT DE DEPOT C^-^ 
DATE DE DEPOT 



2 DEMANDE Nature du titre de propria industrielle 

rj| brevet d'invention dl demande divisionnaire 



I 1 certificat d'utilitA Q transformation rfune demande V Vs^^ 

: de hrfivftt fturopwn i — i _^ i — i ^ 

~ 1 I b ievet d'i n went ie n - | — | — certificat d'uti li to 

Etablissementdu rapport de recherche Qdiffere immediat 

Le demandeur, personne physique, requiert te paiement 6chelonn6 de ta redevance CD CH 

Titre de I'invention (200 caract6res maximum) 

^Sondes f l\iorescentes de pelntiore chrcanoscmique 



NOM ET ADRESSE DU DEMANDEUR OU DU MANDATAIRE 
A QUI LA CORRESPONDANCE DOIT ^ ADRESS^E 

CABINET RE3GIMBEAU 
26, Avenue Kleber 
75116 PARIS 



n"du pouvoir permanent references du correspondant telephone 

237389 017717 .TH m ac. nn ao no 



n** SIREN I 



3 DEMANDEUR ( 

Nom et prenoms (soutigner le nom patronymique) ou denomination 

6ENSEI 



Fonne juridique 
SOCIETE ASONYKE 



Nationality (s) Franca i se 

Adresse (s) compl^ (s) 

^ 24, rue Royale, 75008 PARIS 



Pays 



4 tNVENTEUR(S) Les fmfenteurs sent les demandeurs 



En cas <rinsuffisam:e de place, potimiivre sur papier Ubn 



n 0"' ^ non Si la reponse est non, fbumir une designation separee 



5 RtoUCnONDUTAUXDESREDEVANCES 



Q requise pour ta lere fois requise anterieurement au dipfll ; joindre copie de la d^iskm d'admtssion 



6 DteLARATION DE PRIORTT^ OU REQUITE DU B^N^E DE U DATE DE OtPGfT D'UNE DEMANDE ANT^RIEURE 
pays d'orfglne num6ro dateded6p0t 



nature de la demande 



7 DrVIStONS ant^rieurvs d la prisente demande 



date 



date 



8 SIGNATURE DU 
<nom et 




OU DU MANDATAIRE 



aan5>> 



SIGNATURE DU PR^POS£ A LA RtCEPTtON 



SIGNATURE APR^S ENREGISTREMENT DE LA DEMANDE A L'INPf 




I INSftTUT 
NATIONAL DC 
LA PKOMim 
INOUSTRIKLLS 



BREVET DMNVENTION, CERTIFICAT D'UTILITE 



DESIGNATION DE UINVENTEUR 

(si le demandeur n'est pas I'inventeur ou I'unique inventeur) 





OEPARTEMErfT DES BREVETS 

26bis, rue de Saint-Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Tel • 01 53 04 53 04 - Telecopie : 01 42 93 59 30 



N*- D'ENREGISTREMENT NATIONAL 



TTTREDEL'INVErfnON: 



Sondes fluorescentes de peinture chromosomique 



LE(S)SOUSSIGNe(S) 
GENSET 

24, rue Royal e, 75008 PARIS 



OeSIGNECNT) EN TANT QU'INVENTEUR{S) (indiquer nom, prenoms. adresse et souligner te nom patronymique) : 



CHERIF Dorra 

11, rue Raymond Losserand 
75014 Paris, FR 



NOTA : A titre exceptionnel. le nom de I'inventeur peut Stre suivi de celuJ de la society a laquelle il appartient (soci6t6 d'appartenance) 
lorsque celle^i est differente de la society deposante ou titulaire. 



Date et signature (s) du (des) demandeur (s) ou du mandataire 
15 octoJ^e 1998 



CABINET REGIMBEAU 



5 
i 




^glWfVl^Mfi 




DOCUMENT COMPORTANT DES MODIFICATIONS 



PAGE(S) OE LA OESCRHH-ION OU DES REVENOICATIONS 
OU PUNCHE(S) OE DESSIN 


R.M.' 


DATE 
DE LA 
CORRESPONDANCE 


TAMPON OATEUR 
DU 

CORRECTEUR 


^ Modlfifie(s) 


Supprifnee<s) 


Ajoutee<s) 












} S MAi m - S R 



































































































lin changement apporte a la redaction des revendicaticns dlpri'gtne, sauf si celui-ci decoule des dispositions de ('article R.612-36 
du code de la Propri^te fntellectuelle. est signale par la mention «R.M.» (revendicaticns modifees). 




1 



SONDES FLUORESCENTES DEPEINTURE CHROMOSOMIQUE 

La presente invention concerne la peinture chromosomique et plus 
particulierement les sondes fluorescentes utilisables dans des mcthodes telles que la 
5 methode FISH ("Fluorescence /// Situ Hybridization"). 

^hybridation /// situ est une technique permettant de reperer unc sequence 
d'A D N (o u d'A F N) ^" mn y ^n H ' lmPi <;nnHff Hft <; (^qtienre spficifiqnfi homolofv i ff a cfilln — 
etudiee. EUe est fondee sur la complementarite des nucleotides (A/T, A/U, G/C), elle 
peut etre realisee en conditions physicochimiques precises sur des preparations 
10 chromosomiques ou tissulaires. Le resultat du processus d*hybridation in situ est la 
formation d*un hybride entre une sonde et une cible. L'hybridation //; situ inclut une 
etape de denaturation et egalement une etape de detection de Thybride ou de la sonde 
qui est realisee apres Thybridation /// siiu de la sonde sur la cible. L'echantillon peut 
adherer sous forme de couche a la surface de la lame et Techantillon peut, par example, 
15 comprendre ou contenir des chromosomes individuels ou des regions chromosomiques 
qui ont ete traites pour maintenir leur morphologies sous, par exemple, des conditions 
de denaturation. Dans le cadre de Thybridation fluorescente /// situ, les sondes sont 
marquees avec un fluorophore et l'hybridation est revelee par un marquage fluorescent. 

Le developpement recent de cette technique permet la visualisation 
20 simultanee, sur la meme preparation, de plusieurs sondes revelees chacune par un 
fluorophore different. Cette technique denommee FISH-multicouleur ou multi-FISH a 
ete rendue possible par la combinaison de filtres specifiques des longueurs d'onde 
d'emission des differentes molecules fluorescentes assurant le marquage grace a une 
imagerie assistee par ordinateur realisee au moyen de cameras CCD refroidies de haute 
25 resolution sensibles dans Tinfrarouge (Schrock et al., 1996 ; Speicher et al, 1996). 

L'utilisation de sondes presentant une sequence specifique homologue a 
une sequence chromosomique precise ou un chromosome entier couple aux 
potentialites d'un marquage fluorescent multicouleur permet de developper des 
techniques dites de peinture chromosomique, c'est-a-dire d*obtenir des chromosomes 
30 de differentes couleurs et ainsi d'obtenir, si cela est souhaite, un caryotype complet 
multicouleur. On entend par caryotype, I'arrangement caracteristique des chromosomes 
d*une cellule a la metaphase. 

Au sens general du terme, on entend par "marquage" une entite telle qu'un 
isotope radioactif ou une entite non isotopique telle que des enzymes, la biotine, 
35 I'avidine, la steptavidine, la digoxygenine, les agents luminescents, les colorants, les 



haptenes et autres. Les agents luminescents, selon la source d'energie d'excitation, 
peuvent etre classes en radioluminescents, chemiluminescents, bioluminescents et 
photo-luminescents (incluant fluorescents et phosphorescents). Le terme "fluorescent" 
sc refere en general a la propriete d'une substance (telle un fluorophore) de produire de 
5 la lumiere lorsqu'elle est excitee par une source energetique telle que la lumiere ultra- 
violette par exemple. 

On entend par "sond e d e pe i nture c hromo s om i quc" une s onde ou a une 

composition de sondes telle la composition de sondes de cette invention, qui est 
adaptee pour hybrider, sous les conditions d'hybridation, avec une cible qui comprend 

10 un chromosome predetermine d*un genome multi-chromosomique. Si seulement une 
fraction d'un tel chromosome est presente dans Techantillon subissant une telle 
hybridation avec une telle composition de sondes, alors cette fraction s*hybride et est 
identifiee. En pratique, une sonde peinte de cette invention peut etre melangee avec 
une seconde, une troisieme, etc. pour permettre le marquage et la detection simultanes 

1 5 des deux, des trois, etc. chromosomes predetermines. 

La visualisation de I'ensemble des 24 chromosomes humains a ete rendue 
possible par Tutilisation d*un marquage combinatoire de fluorochromes. Par exemple, 
dans le cas de Tutilisation de 5 fluorophores difFerents, une combinaison de 31 
fluorophores peut etre obtenue. En utilisant ce principe de marquage et 24 sondes 

20 d*ADN specifiques de chacun des chromosomes humains, il a ete possible de visualiser 
chaque chromosome de fa^on difFerentielle. L'attribution, par le traitement 
informatique, de couleurs artificielles a chacune des combinaisons de fluorophores 
permet ainsi de colorer difFeremment les 24 chromosomes humains. 
Rapidement, les fortes potentialites d'un tel marquage multicouleur ont 

25 permis Tanalyse d'aberrations chromosomiques jusqu'alors difficilement detectables 
par les techniques cytogenetiques classiques de marquage des chromosomes en bandes 
(Summer et al., 1971 ; Dutrillaux et Lejeune, 1971) (coloration au Giemsa, marquage 
au BrdU, etc.). Le principe de marquage des chromosomes en bandes repose sur les 
differences dans la composition moyenne en paires de base (richesse en GC) entre les 

30 bandes et sur les differences de compaction de la chromatine entre les bandes 
chromosomiques. La peinture chromosomique s'avere etre un outil tres utile pour 
detecter les aberrations interchromosomiques telles que les translocations, les 
sequences d'ADN amplifiees telles les regions colorees de fa^on homogene appelees 
HSR (HSR pour Homogeneously Staining Regions) ou les exces de materiel s 

35 chromosomiques tels que les chromosomes marqueurs ou des chromosomes double- 




minute. Les aberrations intrachromosomiques telles que les deletions et duplications ne 
seront detectees qu*en fonction de la taille des aberrations, si celles-ci afFectent la 
longueur des chromosomes, alors que les inversions chromosomiques ne seront pas du 
tout detectables par cette methode. 
5 Les limites d'utilisation du caryotypage spectral actuel en tant que tel sont 

dues au fait qu'il ne permet pas de detecter la nature des bandes chromosomiques 

impliquees dans un remaniement, inter- ou intrachromosomigue. Pnur rp f;^irf* i| est 

indispensable de coupler cette technique a celle plus conventionnelle des bandes 
chromosomiques (marquage R ou G) telle la contre-coloration au DAPI, la coloration 

10 au Giemsa ou a I'iodure de propidium par exemple. 

L'obligation de combiner differentes techniques constitue bien entendu un 
handicap dans Tanalyse des aberrations chromosomiques et, par ailleurs, Tutilisation de 
la methode FISH ou multi-FISH qui associe le prix elev6 de Tappareillage et de 
rinstrumentation necessaire a la visualisation de la peinture chromosomique au prix 

15 eleve des sondes specifiques des chromosomes restreint les possibilites de diffusion de 
cette technique aupres des laboratoires de recherche ou des laboratoires de diagnostic. 

Des sondes de peinture actuellement disponibles sur le marche (GIBCO- 
BRL, Oncor, Boehringer Manheim et autres) sont obtenues par amplification DOP- 
PCR utilisant des amorces PGR degenerees de chromosomes ou de fragments de 

20 chromosomes Isoles par des techniques lourdes telle le tri chromosomique par 
cytometrie de flux ou la microdissection de chromosomes. Certains auteurs ont decrit 
Tutilisation de sondes de peinture chromosomique obtenue par amplification de 
chromosomes par IRS-PCR (Interspersed Repeated Sequences) utilisant des amorces 
specifiques des sequences d'ADN repetees et dispersees dans le genome comme les 

25 sequences Alu et LINE. L'hybridation de sondes obtenues par DOP-PCR ne genere pas 
de bandes chromosomiques sur les chromosomes. L'utilisation combinee d'amorces 
PGR LINE et Alu pour I'amplification de chromosomes humains par IRS-PCR telle 
que decrite dans la presente invention a ete proposee au prealable par Lichter at al., 
1990 ; neanmoins, le marquage en bandes R obtenu par ces derniers ne permet pas 

30 d'assurer une peinture complete couvrant toutes les regions du genome, notamment les 
regions telomeriques et certaines bandes chromosomiques G. 

La presente invention a pour objet de foumir des sondes chromosomiques 
qui peuvent etre obtenues de fagon peu onereuse et qui en outre permettent de faire 
apparaitre directement les bandes chromosomiques de qualite sur les chromosomes 

35 peints dans leur totalite. _ 



Pour ce faire, la presente invention concerne des sondes destinees au 
marquage d'un chromosome, caracterisees en ce qu*elles sont composees d'un 
ensemble de segments d'ADN davantage representes dans certaines bandes 
chromosomiques et sont obtenues par amplification IRS-PCR a partir desdits 
5 chromosomes, les segments d'ADN etant et amplifies a partir d'amorces specifiques 
des sequences d'ADN Alu et LINE. 

Le t erme "sonde" se r efer e a un polynucl e otide, ou uue mixture de 

polynucleotides tels que des segments d*ADN ou des sequences d'ADN. associes 
chimiquement a des entiles individuelles marquees. Chacun des polynucleotides 

10 composantune sonde est de maniere caracteristique sous forme simple brin au moment 
de rhybridation sur la cible. 

Le terme "fragment d'ADN", "segment d'ADN" indique generalement 
seulement une portion d'un polynucleotide d'ADN ou d'une sequence presente dans un 
chromosome ou une portion de chromosome. Un polynucleotide par exemple peut etre 

15 coupe ou fragmente en une multitude de segments ou de fragments. Un chromosome 
contient de maniere caracteristique des regions qui ont des sequences d'ADN contenant 
des segments d'ADN repetes. Le terme "repete" se refere au fait qu'un segment d'ADN 
particulier est present de nombreuses fois (au moins deux fois) de maniere dispersee ou 
non dans le genome. La methode dite IRS-PCR utilise des amorces dans les 

20 sequences repetees dispersees du genome, comme les sequences Alu ou LINE par 
exemple. 

On designe par "genome" la copie complete et unique des instructions 
genetiques d'un organisme codees par I'ADN de cet organisme. Dans la presente 
invention, le genome^jarticuUer-^iisider^^stjnultichtoinosomique de telle sorte-qixe 



25 I'ADN est distribue dans la cellule entre plusieurs chromosomes individuels ; le 
genome humain se compose de 23 paires de chromosomes dont une paire XX ou XY 
determinant le genre. 

Le terme "chromosome" se refere au support des genes porteurs de 
I'heredite dans une cellule vivante qui derive de la chromatine et qui comprend de 

30 I'ADN et des composants proteiques (essentiellement les histones). le systeme 
conventionnel international d'identification et de numerotation des chromosomes du 
genome humain est employe ici. La taille d'un chromosome individuel peut varier de 
I'un a I'autre dans un genome multi-chromosomique et d'un genome a I'autre. Dans le 
cas present du genome humain, la longueur totale d'ADN d'un chromosome donne est 



generalement superieure a 50 000 000 pb. Par exemple, la longueur totale du genome 

humain est de 3. 10 ^ pb. 

Le genome des mammiferes contient des sequences repet^cs d'ADN 

dispersees sur tout le genome. Chez Thomme, la majeure partie de ce type de 
5 sequences est representee par les differentes families de sequences Alu, qui sont au 

nombre de 10^ environ, et ont en commun une sequence consensus de 300 pb. Les 
seq ue n c e s r e pet e es LINES (ou LI) sont, comme les sequences Alu, larg e m e nt 

distribuees sur tout le genome, Elles sont cependant moins nombreuses (environ lO'*), 

leur sequence consensus est d*environ 6 kb, et elles sont preferentiellement situees 
10 dans les bandes sombres G (G positives ou R negatives), alors que les sequences Alu 

sont plutot situees dans les bandes sombres R (R positives) (Korenberg et Kirowski, 

1988). 

Dans le cadre de la presente invention, les segments d'ADN amplifies par 
IRS-PCR ont pour source des hybrides somatiques rongeur-homme mono- 

15 chromosomiques et sont davantage representes dans un type de bandes cytogenetiqus, 
de preferences les bandes R. 

En effet, des sequences repetees, analogues aux sequences repetees 
humaines, sont aussi retrouvees dans le genome des rongeurs. Toutefois la divergence 
de ce type de sequences entre homme et rongeur est suffisamment importante pour 

20 qu'il y ait peu d'homologie entre elles. Ainsi en partant de I'ADN d'un hybride 
somatique homme-rongeur et en utilisant des amorces specifiques de la sequence 
consensus Alu et/ou LI, on peut amplifier selectivement par PCR les sequences 
d'ADN comprises entre deux sequences repetees (en position "tete-beche") separees 

par une distance < 5 kb. Le produit d'amplification ainsi obtenu est constitue d'un 

25 ensemble de fragments (dont la taille varie environ de 100 pb a 5 kb) representatif de 
la quasi totalite du chromosome humain contenu dans TADN de Thybride somatique. 

De fa9on generate, la presente invention est bien entendu plus 
particulierement destinee a realiser des sondes specifiques de chromosomes humains, 
meme s'il est possible d'envisager des peintures chromosomiques pour d*autres types 

3Q cellulaires (Sabile et al., 1997). 

De preference, les amorces specifiques des sequences d'ADN Alu sont 
constitutes par I'amorce SRI dont la structure figure dans Tidentificateur de sequence 
n^ 1 et Tamorce specifique de la sequence d'ADN LINE est de preference I'amorce 
LIH dont la sequence figure dans Tidentificateur de sequence n® 2 et dans 

35 ridentificateur de sequence n*' 3. 
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Les sondes de la presente invention sont caracterisees en ce que les sondes 
sont issues d'un melange de deux produits d'ampiification IRS-PCR compose de : 
produit d'ampiification PCR obtenu par Tutilisation de Tamorce specifique des 
sequences d*ADN Alu, 

5 - produit d*amplification PCR obtenu par Tutilisation de Tamorce specifique des 
sequences d'ADN Alu et de Tamorce specifique des sequences d'ADN LINE. 

La presente invention repose 6galement sur rulilisation de fluorophores et 
de filtres dont la combinaison permet d'assurer une peinture chromosomique 
foumissant des caryotypes tres lisibles, c'est-a-dire d'obtenir des couleurs de peinture 
10 chromosomique contrastees et de bonne definition. 

C'est pourquoi les sondes d'ADN decrites precedemment qui sont 
marquees directement ou indirectement par des techniques de fluorescence sont 
marquees, de preference, par au moins un fiuorophore choisi parmi le groupe suivant : 
isothiocyanate de fluoresceine (FITC), Rouge Texas (TR pour Texas Red), cyanine 3 
15 (Cy3), cyanine 5 (Cy5), cyanine 5,5 (Cy5,5), cyanine 7 (Cy7), Bopidy 630/650. 

Le terme "sonde directement marquee" designe ou decrit une sonde d'acide 
nucleique dont le marquage apres formation d'hybride avec la cible est detectable sans 
traitement reactif subsequent de Thybride. La composition en sonde de la presente 
invention est de type "marquage direct" pour 4 des 5 fluorophores utilises. 
20 Le terme "sonde indirectement marquee" designe ou decrit une sonde 
d'acide nucleique dont le marquage apres formation d'hybride avec la cible doit subir 
un traitement reactif supplementaire avec un ou plusieurs reactifs pour y associer ainsi 
une ou plusieurs entites qui resulte(nt) finalement en un compose detectable. La 
composkion-de-so ndes utilisant l e-#luer^phere-G y7 dans la present e-inveflt4ofl-€5^^e- 



25 type marquage indirect. 

La presente invention concerne egalement un ensemble de sondes destinees 
au marquage de chromosomes humains, caracterisees en ce qu'elles contiennent des 
sondes pour chacun des chromosomes humains ou pour un certain nombre d'entre eux. 
Cet ensemble de sondes permettra d'analyser en une seule fois un caryotype complet 

30 afin d'y detecter et d'y identifier d'eventuelles aberrations chromosomiques telles que 
decrites precedemment. 

Enfin, la presente invention concerne egalement un procede FISH 
multicouleur destine a Tetude du caryotype, caracterise en ce que les sondes d'ADN 
sont marquees par des fluorophores et en ce que chaque fluorophore de longueur 

35 d'onde d*absorption et Remission specifique est couple a un filtre optique de 




fluorescence de longueur d*onde d*emission et a un filtre optique d'excitation 
specifique, caracterise en ce que ; 

a) le fluorophore FITC ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 494 nm 
et une longueur d'onde maximale d'emission de 517 nm est couple k un filtre a 
5 Texcitation de type 490DF30 (Omega Optical) et a un filtre a remission de type 

530DF30 (Omega Optical), 

b) l e fluorophore Cy3 ayant une longueur d'onde maximal e d'absorption de 554 nm et 

une longueur d'onde maximale d'emission de 568 nm est couple a un filtre a 
I'excitation de type 546DF10 (Omega Optical) et a un filtre a remission de type 
10 570DF10 (Omega Optical), 

c) le fluorophore TR ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 593 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 613 nm est couple a un filtre a 
I'excitation de type 590DF10 (Omega Optical) et a un filtre a remission de type 
615DF10 (Omega Optical), 
15 d) le fluorophore Cy5 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 652 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 670 nm est couple a un filtre a 
I'excitation de type 650DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de type 
670DF10 (Omega Optical), 

e) le fluorophore Cy7 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 743 nm et 
20 une longueur d'onde maximale d'emission de 767 nm est couple a un filtre a 

I'excitation de type 740DF25 (Omega Optical) et a un filtre a remission de type 
780EFLP (Omega Optical), 

f) le fluorophore Cy5,5 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 675 nm 
et une lon g ueur d'onde maximale d'emission de 694 nm est coup le A nn flltr<* a 



25 I'excitation de type 680DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de type 

700EFLP (Omega Optical), 
g) le fluorophore Bodipy 630/650 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption 
de 632 nm et une longueur d'onde maximale d'emission de 658 nm est couple a un 
filtre a I'excitation de type 630DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de 
30 type 650DF1 0 (Omega Optical). 

Les filtres selon la presente invention sont tels : 
qu'ils soient de type 6 cavites, 
qu'ils aient une ADI de 0°; 
-. qu'ils aient un diametre utile centre superieur a 21 mm, 
35 - qu'ils aient une epaisseur <-7 mm. 
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- quails aient une tolerance Xo ± 20% de FWHM, 

- qu'ils aient une tolerance sur FWHM de ± 20% de FWHM, 

- qu'ils aient une rejection hers bande passante 0D5 de UV a 1200 nm 

- quails aient une courbe de transmission T ^ 50% a Xq . 

Les fluorophores et les filtres precedents peuvent etre utilises pour le 
marquage des sondes selon la presente invention ou bien pour des sondes differentes 
u t ilise e s pour la peinture chromosonuque. — 



Dans la presente invention, on entend par "filtres" des filtres interferentiels 
a bande passante etroite qui transmettent la lumiere a Tinterieur d'une bande spectrale 
donnee tres etroite, centree autour de la longueur d'onde Xq de reference. lis sont 
caracterises par leur courbe de transmission : T = f^A.). La largeur de la bande est 
definie par la largeur totale a la moitie du maximum de transmission (FWHM pour 
"Full Width at Half Maximum transmission"). 

En dehors de la bande passante, le filtre laisse passer un signal residuel qui 
1 5 a tout interet a etre le plus attenue possible. 

Les filtres interferentiels fonctionnent sur le principe des interferences 
constructives et destructives. La composante de base d'un filtre interferentiel est 
appelee cavite. EUe comporte deux piles de refiecteurs separes par une couche d'un 
solide dielectrique. Plus !e nombre de cavites est important, plus la forme de la courbe 
20 de transmission est rectangulaire (c'est-a-dire, plus la pente de cette courbe est 
importante). D'autre part, plus le nombre de cavites est important, meilleur est le 
coefficient d'attenuation en dehors de la bande passante. 

Pour Tapplication de multifluorescence, les spectres d'excitation ou 
xI*emissicua-des-fluorx)chroraesaitUises-Sont4res-pn)cbes4es^ 



25 recuperer le minimum de signal possible en dehors de la bande passante. C'est 
pourquoi, on a choisi des filtres a 6 cavites qui oflfrent les meilleures caracteristiques a 
ce niveau. 

Les filtres utilises ont les specifications suivantes : 

- ils sont confus pour etre utilises en incidence normale de la lumiere, 

30 - la tolerance sur la longueur d'onde centrale (Xo) est de ± 20% de la bande passante, 
par exemple, pour un filtre de bande passante de 10 nm, Xo sera definie avec une 
tolerance de ± 2 nm, 

- la tolerance sur la largeur de la bande passante est de ± 20%, 

- le coefficient de transmission T de ces filtres est superieur a 50%, 



- la rejection hors bande passante de ces filtres est de SOD de I'ultra-violet a 
1200 nm, ceci signifie qu'en dehors de la bande passante, le coefTicient de 
transmission est de 10'\ soit 0,001%. Pour des filtres standards, la rejection hors 
bande passante est assuree pour des longueurs d*onde allant de 0,8 ^ a 1,2 Xo, par 
5 exemple, pour un filtre dc - 620 nm, la rejection hors bande passante se fait 

seulement entre 500 et 740nm. Or, pour Tapplication de multifluorescence, on 

ob s erve df^ fl ^i n r nrhmmp^: Hnnf \eK <ipfi r tres s'etendent de 350 a 800 nm. Ccst — 

pourquoi on a utilise des filtres dont la rejection hors bande passante est assuree de 
Tultra-violet a 1200 nm. 
10 La presente invention concerne enfin un kit de marquage caracterise en ce 

qu'il comprend au moins des sondes d'ADN telles que decrites precedemment ou un 
ensemble de sondes tel que mentionne precedemment. 

La presente invention concerne un kit de diagnostic FISH multicouleur, 
caracterise en ce qu'il comprend les sondes d'ADN telles que decrites precedemment 
15 ou un ensemble de sondes d'ADN tel que mentionne precedemment et une 
combinaison de filtres et de fluorophores tels que decrits precedemment. 

La technique FISH ou multi-FISH a laquelle if est ou il sera fait allusion a 
plusieurs reprises dans la presente description est notamment decrite dans Speicher et 
al., 1996 ; Schrock et al., 1996. 
20 D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparaitront 

a la lecture des exemples ci-apres. 
EXEMPLES 

MATERIEL ET METHODES 
1 . Preparation des sondes ^ ~~ 




25 L'ADN genomique extrait de differentes lignees hybrides somatiques 

homme-rongeur (NIGMS Human genetic Mutant Cell Repository, Coriell Institute for 
Medical Research, Camdem) (tableau 1) sert de matrice pour la PGR. 
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Tableau 1 





Chi'oniosonic 


Rdfcrcncc ligndc 


1 


GM 13139 


2 


GM 10826B 


3 


GM 10253 


• 


4 


GM 10115 


5 


GM 10114 


6 


GM 11580 


7 


GM 10791 


8 


GM 101 56C 


9 


GM 10611 


10 


GM 10926B 


11 


GM 10927 A 


12 


GM 10868 


13 


GM 10898 


14 


GM 11535 


15 


GM 11715 


16 


GM 10567 


17 


GM 10498 


18 


GM 11010 


19 


GM 10449 




20 


GM 13260 


21 


GM 10323 


22 


GM 10888 


X 


GM6318B 



La PGR est realisee soit en presence uniquement de Tamorce SRI (situee a 
rextremite 3' de la sequence consensus Alu, position 241 a 261 : 
5' CC ACTGC ACTCC AGCCTGGG 3' (SEQ ID N° 1 ) 

(Romana et al., 1993), soit en presence de Tamorce SRI et de Tamorce LIH: 
5' C ATGGC ACATGTATACATATGTAAC(AA^)AACC 3* (SEQ ID N° 2 et N° 3) 
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(Ledbetter et al., 1990). Lorsqu'on utilise au cours de la PGR uniquement Tamorce 
SRI, le produit d'amplification marque et utilise comme sonde sur chromosomes 
metaphasiques colore presque totalement le chromosome correspondant (a l*exception 
des regions centromeriques) mais avec un profit dc bandes de type R (comme cela a 
5 ete decrit parLichter et a!., 1990 avec d'autres types d*amorces Alu). Afin d*avoir une 
meilleure representation des bandes R negatives (bandes peu fluorescentes) on 

efFectue egalement une PGR en incorporant les 2 a mnrces : SRI e.t T.I Ain<;i, Inrsgiip 

les 2 produits d'amplification (SRI et SRl/Ll) sont melanges et utilises comme sonde, 
la fluorescence des bandes R negatives est augmentee et les regions telomeriques sont 

1 0 parfaitement delimitees. 

Conditions de PGR 

La reaction de PGR a lieu dans un volume final de 50 \il contenant 500 ng 
d'ADN genomique (hybride somatique), 1 \xM de chaque oligonucleotide (soit 1 jaM 
SRI. soit 1 \xM SRI et 1 \xM LIH). 10 mM Tris-HGl, 50 mM KCl, 2,5 mM MgGb, 
15 0,01% gelatine, 250 |aM de chaque deoxynucleotide triphosphate (dATP, dGTP, 
dGTP, dTTP) et 2,5 U d*ADN-polymerase ihermophilus aquaiictis (Perkin-Elmer- 
Getus). La denaturation initiate est efFectuee a 96**C pendant 6 min,, suivie de 30 
cycles : denaturation a 94*'C pendant 1 min., association a 63°G pendant 1 min., 
elongation a 72**G pendant 10 min. A la fin des cycles, une elongation finale a 72°G 
20 pendant 10 min. est realisee. 

Les 2 produits d'amplification (SRI et SRI/LIH) sont melanges puis 
precipites a I'ethanol. Le culot d'ADN est repris dans 20 nl d'eau et la concentration 
d'ADN est estimee sur un gel d'agarose 1 ,3%. 

Marquage des sondes par "Nick translation" 



25 15 pg du melange de produits PGR peuvent etre marques au cours d'une 

seule reaction de Nick translation. La reaction a alors lieu dans un volume final de 
500 nl, contenant 20 |iM de chacun des deoxynucleotides triphosphates (dATP, dGTP, 
dGTP), 10 |iM de dTTP et 10 pM de dUTP modifie, Tris-HGl 50 pM, MgGl2 5 pM. 
p-mercaptoethanol 1 pM et 20 U de melange d'enzymes (Dnase/Polymerase : 

30 Boehringer-Mannheim). Pour marquer directement la sonde en fluorescence le 
nucleotide modifie peut etre soit du dUTP-12-FITC (Boehringer-Mannheim) ou dUTP- 
12-Texas red (Molecular Probes) ou dUTP-Cy3 (Amersham) ou dUTP-Gy5 
(Amersham). Par contre, pour un marquage indirect on utilisera du dUTP-16-biotinyle 
(Boehringer-Mannheim). Le marquage est realise en tube Eppendorf (2 ml) sur la nuit 
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• 10 



15 



20 

• 



a 15-16°C. Les nucleotides libres sont ensuite elimines par precipitation de la sonde a 
I'dthanol. Le culot d'ADN est repris dans 500 ^il de TE 10:1 (Tris-HCl 10 mM, EDTA 
1 mM, pH8) afin que la sonde soit a une concentration d'environ 30 ng/|il. 

Composition du melange des 23 sondes de peinture chromosomique 
Chaque sonde specifique d*un chromosome a ete marquee individuellement 
avec les differents dUTP-modifies (fluorescents ou non). En fonction de la richesse en 
bandes R ct G de chacun dcs chromoso mes e t en fonction de leur t aille, on a a priori 
etabli ceux qui devaient ou non etre composes de differents fluorochromes. Ce choix 
dependait egalement, pour chaque fluorochrome, de la combinaison des filtres 
d'excitation et d'emission. En effet, lorsqu'une sonde est marquee en proportion 
equivalente avec differents fluorochromes, les intensi tes de signal des differents 
fluorochromes ne sont pas forcement comparables. Cela depend en effet de la qualite 
des filtres d'excitation et d'emission pour chaque fluorochrome, mais aussi de la 
quantite de fluorescence emise par le fluorochrome. Celle-ci depend elle-meme de 
rintensite du flux lumineux a Texcitation et done du pouvoir spectral de la source du 
lumiere (Lampe Mercure HBO 100 W - OSRAM). Parmi tous ces parametres, on a 
plutot choisi d'optimiser le pouvoir de resolution des combinaisons de filtres, afin 
d'obtenir a remission le meilleur rapport signal/bruit de fond pour chaque 
fluorochrome. En effet, les differences d'intensite de fluorescence peuvent etre 
compensees d*une part en augmentant ou diminuant les temps d'exposition au cours de 
I'acquisition de I'image par la camera (Hamamatsu C4880), mais egalement en faisant 
varier les concentrations des sondes selon le marqueur fluorescent utilise. La 
composition des 23 sondes de peinture chromosomique a done ete definie 
^xperimentalement~et-de4a90iv^reGtse-apr4s^ 
(tableau 2), 
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Quatre cents ng (environ 27 fois) d'ADN Cotl (ADN competiteur humain) sont 
rajoutes a ces 1470 ng de melange de sondes chromosomiques (50 sondes differentes). 
Le melange d'ADN est ensuite pr^cipite a I'ethanol. Le culot est repris dans 10 ^il de 
melange d'hybridation (50% formamide. 10% sulfate dextran, 2 X SSC (pH 7), 1 ^ig/pl 
d'ADN de sperme de hareng soniquc). 
2. Hybridation /// situ fluorescente 

La proc e dure est ccllc dccrite par Cheiif et al.. 1990. avec queiques 

modifications. 

Preparation des chromosomes en metaphase 

La preparation des chromosomes metaphasiques est realisee a partir d'une 
culture de lymphocytes circulants obtenus par ponction veineuse d'un sujet normal. Les 
lymphocytes stimules par la phytohemagglutinine (PHA) (100 pi pour 8 ml de culture) 
sont mis en culture pendant 72 heures a 2TC dans du milieu RPMI-1640. Les cellules 
sont ensuite synchronisees en ajoutant du methotrexate (10 jiM) pendant 17 heures 
puis rincees et remises en culture en presence de 5-bromodeoxyuridine (BrdU) 
(0,1 mM) pendant 6 heures. Apres action de la colchicine (1 mg/ml) pendant 15 min, 
I'eclatement des cellules est obtenu par resuspension dans une solution hypotonique de 
KCI (75 mM). Les chromosomes sont fixees dans un melange methanol/acide acetique 
(3 vol/1 vol) et une a deux gouttes de suspension cellulaire sont etalees sur chaque 
lame. Les lames sechees a temperature ambiante pendant 2 a 3 jours peuvent ensuite 
etre stockees a -20°C pendant plusieurs mois. 

Preparation des lames 

Les lames sont traitees a TARNase (100 pg/ml) pendant 1 heure a 37''C 
jmsjmceesJJfQisXLmm^haque) dans nne solutioa^eJZJC-SSC.-^H-Z-Les4ames^nt- 
ensuite deshydratees par passages successifs dans une serie de bains d'ethanol a 
concentration croissante (70%. 80%, 90% et 100% et 2 min. par bain), et sechees. La 
denaturation de I' ADN chromosomique se fait par immersion des lames dans un bain 
de formamide 70% / 2 X SSC (pH 7) a 70*'C pendant 2 minutes. La denaturation est 
arrgtee en plongeant les lames (2 minutes) dans de I'ethanol 70% refroidi a -20°C et 
maintenu dans un bac a glace. Puis les lames sont deshydratees par passages successifs 
dans une serie de bains d'ethanol a concentration croissante et sechees. Les lames sont 
ensuite incubees pendant 8 a 10 min. a 37*0 dans une solution (20 mM Tris-HCl, 
pH 7,4, 2 mM CaCU) contenant de la proteinase K (100 ng/ml) puis deshydratees dans 
une serie de bains d'ethanol et sechees. 
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Hybridation et detection du signal 

Le melange de sondes et d'ADN competiteur (10 pi) est denature 10 min. a 
70*^C puis plonge dans de la glace et prehybride pendant au moins 3 heures a 37*^0. Ce 
melange est ensuite depose sur la lame et recouvert d*unc lamelle (18 X 22 mm). 
5 Uhybridation a lieu pendant 2-3 jours a 37X en chambre humide. 

Les lames sont ensuite lavees dans una serle de 3 bains de formamide 50%, 

2 X SSC, pH 7 (3 min. chaque) a une temperature de . 4 2 - 4 S ^ r, <si i ivi<^ He S lavagp^; Hang 

2 X SSC, pH 7 (2 minutes chaque) et d*un lavage d*une minute dans une solution 1 X 
BN (0,1 M bicarbonate de sodium, 0,05% nonidet P-40). Les sondes biotinylees sont 
10 detectees par adjonction d'avidine (Vector Laboratories Biosys) couplee a la cyanine7 
(Amersham) (Avidine-Cy7) (5 fig/ml). Le couplage de Tavidine a la cyanine 7 a ete 
realise avec un kit de couplage (Amersham). Afin de diminuer les problemes de bruit 
de fond lies a des liaisons non specifiques de Tavidine, les lames sont prealablement 
incubees pendant 10 minutes dans une solution 1 X BN contenant 5% de lait en poudre 
15 ecreme. Les lames sont ensuite incubees 1/2 heure a 37X dans une solution contenant 
de ravidine-Cy7 (5 ng/ml dans 1 X BN + 5% de lait en poudre) puis lavees 
successivement 3 fois (2 minutes) dans une solution 1 X BN a 45®C. Le signal 
fluorescent est amplifie par adjonction d*une couche d*anticorps anti-avidine biotinyles 
(5 \ig/m\) (Vector Laboratories, Biosys France), suivie d'une couche d'avidine-Cy? (5 
20 \ig/m\) selon le protocole decrit par Pinkel et al, 1986. Pour chaque couche, les lames 
sont incubees pendant 30 minutes a 37**C puis lavees 3 fois dans une solution 1 X BN. 
Les sondes marquees avec dUTP-FITC, dUTP-TR,dUTP-Cy3 et dUTP-Cy5 ne 
necessitent aucune etape de revelation supplementaire. 

L'observation des lames est realisee a Vaide d'un photomicroscope a 



25 epifluorescence (DMRX B, LEICA) equipe de la combinaison de filtres decrite 
precedemment. Avant Tacquisition des images, 20 ^1 d'une solution anti-fade (Johnson 
et al., 1981) sont deposes sur chaque lame et recouverts d'une lamelle (solution anti- 
fade : 100 mg de PPD (p-ph6nylenediamine, Sigma) dans une solution composee de 
10 ml de PBS et 90 ml de glycerol ; le pH de la solution est ajuste a 8,0 avec du NaOH 

30 0,1 M) ; ceci afin d'eviter Textinction rapide de la fluorescence emise par les differents 
fluorochromes lorsqu*ils sont soumis a une forte irradiation. 
3. Exemple d'utilisation d'une combinaison de 6 fluorophores 

La cyanine 7 etant un fluorochrome relativement instable, on a essaye de le 
remplacer par un autre fluorochrome. Cest le cas du Bodipy 630/650 (Molecular 

35 Probes). Couple a un anticorps ou une molecule d'avidine, il permet de reveler 
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indirectement une sonde marquee a la biotine, a la digoxigenine ou au dinitrophenol 
(DNP). Dans ce cas, ie choix des 5 fluorochromes pour la multinuorescence ne peut 
plus etre le meme car les spectres d'absorption et d'emission de la cyanine 5 et du 
Bodipy 630/650 sont trop proches pour qu'il y ait une bonne discrimination entre ces 
deux fluorochromes. Le choix sera le suivant : 
- isothiocyanate fluoresceine (FITC) 

- — roug e Texas (TR) 
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- Cyanine 3 (Cy3) 

- Bodipy 630/650 

- Cyanine 5,5 (Cy5,5) 

Ce choix a egalement I'avantage de permettre quand meme d'utiliser la 
cyanine 7 comme 6eme fluorochrome en cas de necessite (par exemple pour des 
applications ou Ton ne peut pas faire du marquage combinatoire de sonde, et ou il 
serait avantageux d'avoir differentes sondes pouvant etre discriminees avec un 
maximum de fluorochromes differents). 

Dans ce cas, la Cy5,5 devra egalement etre couplee a un anticorps ou une 
molecule d'avidine pour pouvoir r^v^ler une sonde marquee a la biotine, a la 
digoxigenine ou au DNP, 

Par exemple, pour le caryotypage en multifluorescence, les differents 
systemes de marquage et de revelation des sondes seront : 



Marquage 

isothiocyanate fluoresceine (FITC) 

rniigftTftvaQ (TR) 



25 Cyanine 3 (Cy3) 
digoxigenine (Dig) 
biotine (Bio) 



Type de marquage 

direct 
direct 



Revelation 
non 

non___ 



direct non 
indirect anti dig-Bodipy 630/650 
indirect avidine-Cy5,5 



Au cas ou Ton souhaiterait utiliser 6 fluorochromes a la fois, le choix 
30 pourrait etre : 
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Marquage 

isothiocyanate fluoresceine (FITC) 

rouge Texas (TR) 

Cyanine 3 (Cy3) 

dinitrophenol (DNP) 

digoxigenine (Dig) 

biotine (Rio) 



Type de marquage 



Revelation 



direct non 
direct non 
direct non 
indirect anti DNP-Bodipy 630/650 
indirect anti dig-Cy5,5 
indirect avidine - Cy7 



18 



LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: GENSET 

(B) RUE: 1, RUE ROYALE 

(C) VILLE: PARIS 
(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75Q0B 



(ii) TITRE DE L' INVENTION: SONDES FLUORESCENTES DE PEINTURE CHROMOSOMIQUE 
NOMBRE DE SEQUENCES: 3 

FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: PatentIn Release #1.0, Version #1,30 (OEB) 



(iii) 
(iv) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

( ix ) CARACTERISTIQUE : 
(A) NOM/ CLE: SRI 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
CCACTGCACT CCAGCCTGGG 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(ix) CARACTERISTIQUE: 
(A) NOM/CLE: LlH 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2 

CATGGCACAT GTATACATAT GTAACAAACC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

( ix ) CARACTERISTIQUE : 
(A) NOM/CLE: LlH 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3 

CATGGCACAT GTATACATAT GTAACTAACC 
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REVENPICATIONS 

1) Sondes destinees au marquage d'un chromosome, caracterisees en ce 
qu'elles sont composees d'un ensemble de segments d'ADN davantage representes dans 

5 certaines bandes chromosomiques et sont obtenues par amplification IRS-PCR a partir 
desdits chromosomes, les segments d'ADN etant amplifies a partir d'amorces 
speciFiques des sequences d'ADN Alu ct LINE. 

2) Sondes selon la revendication 1, caracterisees en ce que les segments 
d'ADN amplifies par IRS-PCR ont pour source des hybrides somatiques 

10 rongeur/homme monochromosomiques. 

3) Sondes selon Pune des revendications 1 ou 2, caracterisees en ce que 
lesdites sondes sont specifiques de chromosome humain. 

4) Sondes selon I'une des revendications 1 a 3, caracterisees en ce que les 
segments d'ADN sont davantage representes dans un type de bandes cytogenetiques, 

1 5 de preference les bandes R. 

5) Sondes selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisees en ce que les 
amorces specifiques utilisees comprennent ou sont les amorces de sequences : 

- SEQ ID 1 pour Tamorce specifique des sequences d'ADN Alu, 

- SEQ ID N° 2 pour Tamorce specifique des sequences d'ADN LINE et 
20 - SEQ ID N*' 3 pour ramorce specifique des sequences d'ADN LINE. 

6) Sondes selon I'une des revendications 1 a 5 caracterisees en ce que les 
sondes sont issues d'un melange de deux produits d'amplification IRS-PCR compose 
de : 

- prnriuit d'amplificati on PGR obtenu par I'utilisation de I'amorce specifique des 

25 sequences d'ADN Alu, 

- produit d'amplification PCR obtenu par I'utilisation de I'amorce specifique des 
sequences d'ADN Alu et de I'amorce specifique des sequences d'ADN LINE. 

7) Sondes selon I'une des revendications 1 a 6, caracterisees en ce que les 
segments d'ADN sont marques directement ou indirectement par les techniques de 

30 fluorescence. 

8) Sondes ADN selon la revendication 7 caracterisees en ce que les 
segments d'ADN sont marques par au moins un fluorophore choisi parmi 
I'isothiocyanate de fluorescine (FITC), le rouge Texas (TR), la cyanine 3 (Cy3), la 
cyanine 5 (Cy5), la cyanine 5,5 (Cy5,5), la cyanine 7 (Cy7), le Bodipy 630/650. 
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9) Ensemble de sondes destinees au marquage des chromosomes humains, 
caracterisees en ce qu'elles contiennent des sondes selon Tune des revendications 1 a 8 
pour chacun des chromosomes humains ou pour un certain nombre d'entre eux. 

10) Procede de production de sondes destine au marquage de chromosomes 
humains, caracterise en ce que les sondes sont oblenues par amplification IRS-PCR a 
partir desdits chromosomes en utilisant des amorces PGR specifiques des sequences 
d'ADN Alu et LINE. 

11) Procede de production de sondes destine au marquage de chromosomes 
humains, caracterise en ce que les sondes sont obtenues par amplification IRS-PCR a 
partir desdits chromosomes en utilisant des amorces PGR specifiques des sequences 
d'ADN Alu, le produit d'amplification etant melange au produit d*amplification IRS- 
PCR obtenu selon le procede decrit dans la revendication 10. 

12) Sondes destinees au marquage de chromosomes humains obtenues par 
un procede selon les revendications 10 et II. 

13) Procede dit FISH multicouleur, caracterise en ce qu'on utilise pour sa 
mise en oeuvre des sondes selon Tune des revendications 1 a 8 ou 12 ou un ensemble 
de sondes selon la revendication 9. 

14) Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que chaque 
fluorophore de longueur d'onde d'absorption et d'emission specifique est couple a un 
filtre optique de fluorescence de longueur d'onde d'emission et a un filtre optique de 
fluorescence d'excitation specifique, caracterisees en ce que : 

a) le fluorophore FITG ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 494 nm 
et une longueur d'onde maximale d'emission de 517 nm est couple a un filtre a 

rexcitation de type 49DDT3U (Umega Optical) et a l emission de type i30Dh30 

(Omega Optical), 

b) le fluorophore Gy3 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 554 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 568 nm est couple a un filtre a 
I'excitation de type 546DF10 (Omega Optical) et a remission de type 570DF10 
(Omega Optical), 

c) le fluorophore TR ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 593 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 613 nm est couple a un filtre a 
I'excitation de type 590DF10 (Omega Optical) et a remission de type 615DF10 
(Omega Optical), 

d) le fluorophore Gy5 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 652 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 670 nm est couple a un filtre a 
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I'excitation de type 650DF20 (Omega Optical) et a remission de type 670DF10 
(Omega Optical), 

e) le fluorophore Cy7 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 743 nm et 
une longueur d*onde maximale d'emission de 767 nm est couple a un filtre a 
I'excitation de type 740DF25 (Omega Optical) et a remission de type 780EFLP 
(Omega Optical). 

f) I c fluorophore Cy5,S ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 675 nm 



et une longueur d'onde maximale d'emission de 694 nm est couple k un filtre a 
I'excitation de type 680DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de type 
1 0 700EFLP (Omega Optical), 

g) le fluorophore Bodipy 630/650 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption 
de 632 nm et une longueur d'onde maximale d'emission de 658 nm est couple a un 
filtre a rexcitatibn de type 630DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de 
type 650DF10 (Omega Optical). 
15 15) Precede selon la revendication 14, caracterise en ce que les filtres 

optiques presentent les qualites suivantes : 
ils sont de type 6 cavites, 

- ils ont une ADI de 0°; 

ils ont un diametre utile centre superieur a 21 mm, 
20 - ils ont une epaisseur ^ 7 mm, 

- ils ont une tolerance \q ± 20% de FWHM, 

- ils ont une tolerance sur FWHM de ± 20% de FWHM, 

- ils ont une rejection hors bande passante OD5 de UV a 1200 nm 

- ils ont une courbe de transmission T ^ 50% a \q . 



25 16) Procdde selon I'une des revendications 13 a 15, caracterise en ce que 

lesdites sondes sont utilisees pour I'etude des caryotypes et des caryotypes de 
rearrangements chromosomiques. 

17) Kit de diagnostic caracterise en ce qu*il comprend au moins des sondes 
ADN telles que decrites dans les revendications 1 a 8 ou 12 ou un ensemble de sondes 

30 selon la revendication 9. 

8\Kit de diagnostic FISH multicouleur caracterise en ce qu'il comprend 
au moins 2 des fluorophores choisis parmi risothiocyanate de fluoresceine (FITC), le 
rouge Texas (TR), la cyanine 3 (Cy3), la cyanine 5 (Cy5), la cyanine 5,5 (Cy5,5), la 
cyanine 7 (Cy7), le Bodipy 630/650. 
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19) Kit selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins 3 des fluorophores choisis parmi Tisothiocyanate de fluoresceine (FITC), le 
rouge Texas (TR), la cyanine 3 (Cy3), ia cyanine 5 (Cy5), la cyanine 5,5 (Cy5,5), la 
cyanine 7 (Cy7), le Bodipy 630/650. 

20) Kit selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins 4 des fluorophores choisis parmi Tisothiocyanate de fluoresceine (FITC), le 



rouge Texas (TR), la cyanine J (Uyj;, la cyanine 5 (Cy5), la cyanine 5,5 (Cy5,5), la 
cyanine 7 (Cy7), le Bodipy 630/650. 

21) Kit selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il comprend au 
10 moins 5 des fluorophores choisis parmi Tisothiocyanate de fluoresceine (FITC), le 
rouge Texas (TR), la cyanine 3 (Cy3), la cyanine 5 (Cy5), la cyanine 5,5 (Cy5,5), la 
cyanine 7 (Cy7), le Bodipy 630/650. 

2^) Kit de diagnostic FISH multicouleur, caracterise en ce qu'il comprend 
les 5 fluorophores suivants : Tisothiocyanate de fluoresceine (FITC), le rouge Texas 
15 (TR), la cyanine 3 (Cy3), la cyanine 5 (Cy5), la cyanine 7 (Cy7). 

/23)\Procede FISH multicouleur destine a Tetude du caryotype, caracterise 
en ce que^/^rei^lides d'ADN sont marquees par des fluorophores et en ce que chaque 
fluorophore de longueur d'onde d' absorption et d'emission specifique est couple a un 
filtre optique de longueur d'onde d'emission specifique et a un filtre optique 
20 d'excitation specifique, caracterisees en ce que : 

a) le fluorophore FITC ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 494 nm 
et une longueur d'onde maximale d'emission de 517 nm est couple a un filtre a 
I'excitation de type 490DF30 (Omega Optical) et a remission de type 53ODF30 
(Omega O ptlcal^^ — 



25 b) le fluorophore Cy3 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 554 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 568 nm est couple a un filtre a 
I'excitation de type 546DF10 (Omega Optical) et a remission de type 57ODF10 
(Omega Optical), 

c) le fluorophore TR ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 593 nm et 
30 une longueur d'onde maximale d'emission de 613 nm est couple a un filtre a 

I'excitation de type 590DF10 (Omega Optical) et a remission de type 615DF10 
(Omega Optical), 

d) le fluorophore Cy5 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 652 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 670 nm est couple a un filtre a 




['excitation de type 650DF20 (Omega Optical) et a I'emission de type 670DF10 
(Omega Optical), 

e) le fluorophore Cy7 ayant une longueur d'onde maximale d*absorption de 743 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 767 nm est couple a un Filtre a 
Texcitation de type 740DF25 et a remission de type 780EFLP. 
0 le fluorophore Cy5,5 ayant une longueur d*onde maximale d'absorption de 675 nm 
e t une longueur d'onde maximale d'emission de 694 nm e s t couple a un filt r e a 



I'excitation de type 680DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de type 
700EFLP (Omega Optical). 
10 g) le fluorophore Bodipy 630/650 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption 
de 632 nm et une longueur d'onde maximale d'emission de 658 nm est couple a un 
filtre a I'excitation de type 630DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de 
type 650DF10 (Omega Optical). 

24) Kit de diagnostic FISH multicouleur, caracterise en ce qu'il comprend 
15 les sondes d'ADN selon la revendication 8 et en ce que chaque fluorophore de 
longueur d'onde d'absorption et d'emission specifique est coupl6 a un filtre optique de 
longueur d'onde d'emission specifique et a un filtre optique d'excitation specifique, 
caracterisees en ce que ; 

a) le fluorophore FITC ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 494 nm 
20 et une longueur d'onde maximale d'emission de 517 nm est couple a un filtre a 

I'excitation de type 490DF30 (Omega Optical) et a remission de type 530DF30 
(Omega Optical), 

b) le fluorophore Cy3 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 554 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 568 nm est couple a un filtre a 

25 I'excitation de type 546DF10 (Omega Optical) et a remission de type 570DF10 

(Omega Optical), 

c) le fluorophore TR ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 593 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 613 nm est couple a un filtre a 
I'excitation de type 590DF10 (Omega Optical) et a remission de type 615DF10 

30 (Omega Optical), 

d) le fluorophore Cy5 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 652 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 670 nm est couple a un filtre a 
I'excitation de type 650DF20 (Omega Optical) et a remission de type 670DF10 
(Omega Optical), 




e) le fluorophore Cy7 ayant une longueur d'onde maximale d*absorption de 743 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 767 nm est couple a un filtre a 
I'excitation de type 740DF25 et a remission de type 780EFLP. 

f) le fluorophore Cy5,5 ayant une longueur d'onde maximale d'absorpiion de 675 nm 
5 et une longueur d*onde maximale d'emission de 694 nm est coupl6 a un filtre a 

Texcitation de type 680DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de type 
70UHFLP (Omega Optical), 

g) le fluorophore Bodipy 630/650 ayant une longueur d'onde maximale d*absorption 
de 632 nm et une longueur d'onde maximale d'emission de 658 nm est couple a un 

10 filtre a I'excitation de type 630DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de 
type 650DF10 (Omega Optical). 
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la rejection hors bande passante de ces filtres est de SOD de Pultra-violet a 
1200 nm, ceci signifie qu*en dehors de la bande passante, le coefficient de 
transmission est de 10'^ soit 0,001%. Pour des filtres standards, la rejection hors 
bande passante est assuree pour des longueurs d*onde allant dc 0,8 Xok 1,2 par 
5 example, pour un filtre de Xo = 620 nm, la rejection hors bande passante se fait 

seulement entre 500 et 740nm. Or, pour Tapplication de multifluorescence, on 
observe des fluorochromes dont les spectres s'etendent de 350 a 800 nm. Cest 
pourquoi on a utilise des filtres dont la rejection hors bande passante est assuree de 
Tultra-violet a 1200 nm. 
10 La presente invention concerne enfin un kit de diagnostic caracterise en ce 

qu*il comprend au moins des sondes d'ADN telles que decrites precedemment ou un 
ensemble de sondes tel que mentionne precedemment. 

La presente invention concerne egalement un kit de diagnostic caracterise 
en ce qu'il comprend au moins des sondes d'ADN telles que decrites precedemment ou 
15 un ensemble de sondes tel que mentionnd precedemment caracterise en ce qu'il 
comprend au moins 2, au moins 3, ou au moins 4, de preference au moins 5 des 
fluorophores choisis parmi Tisothiocyanate de fluoresceine (FITC), le rouge Texas 
(TR), la cyanine 3 (Cy3), la cyanine 5 (Cy5), la cyanine 5,5 (Cy5,5), la cyanine 7 
(Cy7), le Bodipy 630/650. Dans un mode pr6fere de realisation, le kit de diagnostic est 
20 caract6ris6 en ce qu'il comprend au moins des sondes d*ADN telles que decrites 
precedemment ou un ensemble de sondes tel que mentionn6 precedemment et en ce 
qu'il comprend les 5 fluorophores suivants : Tisothiocyanate de fluoresceine (FITC), le 
rouge Texas (TR), la cyanine 3 (Cy3), la cyanine 5 (Cy5), la cyanine 7 (Cy7). 

La technique FISH ou multrTISH k laquelle^^st ou il sera fait allusion a 

25 plusieurs reprises dans la presente description est notamment dterite dans Speicher et 
al., 1996 ; Schrttck et al., 1996. 

D'autres caract^ristiques et avantages de la presente invention apparaitront 
a la lecture des exemples ci-apres. 
EXEMPLES 
30 ■ MATERIEL KT METHODES 
1 . Preparation des sondes 

L'ADN genomique extrait de differentes lignees hybrides somatiques 
homme-rongeur (NIGMS Human genetic Mutant Cell Repository, Coriell Institute for 
Medical Research, Camdem) (tableau 1) sert de matrice pour la PGR. 
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REVENDICATIONS 

1) Sondes dcstinecs au marquage d*un chromosome, caracterisees en cc 
qu'elles sont composees d'un ensemble de segments d'ADN davantage represcntes dans 
certalnes bandes chromosomiques et sont obtenues par amplification FRS-PCR a partir 
desdits chromosomes, les segments d*ADN etant amplifies a partir d*amorces 
specifiques des sequences d'ADN Alu et LINE. ~~ 

2) Sondes selon la revendication 1, caracterisees en ce que les segments 
d'ADN amplifies par IRS-PCR ont pour source des hybrides somatiques 
rongeur/homme monochromosomiques. 

3) Sondes selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterisees en ce que 
lesdites sondes sont specifiques de chromosome humain. 

4) Sondes selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisees en ce que les 
segments d'ADN sont davantage representes dans un type de bandes cytogenetiques, 
de preference les bandes R. 

5) Sondes selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisees en ce que les 
amorces specifiques utilisees comprennent ou sont les amorces de sequences : 

- SEQ ID N° 1 pour Tamorce specifique des sequences d'ADN Alu, 

. SEQ ID N° 2 pour Tamorce spteifique des sequences d'ADN LINE et 

- SEQ ID N"" 3 pour I'amorce sp6cifique des sequences d'ADN LINE. 

6) Sondes selon Tune des revendications 1 a 5 caracterisees en ce que les 
sondes sont issues d'un melange de deux produits d'amplification IRS-PCR compose 
de: 

- — produit d'amplification PGR obtena-par-l*utitTsatio« de l*amOTce-sp6cifique des 
sequences d*ADN Alu, 

- produit d'amplification PGR obtenu par Tutilisation de I'amorce specifique des 
sequences d'ADN Alu et de I'amorce specifique des sequences d'ADN LINE. 

7) Sondes selon Tune des revendications 1 a 6. caracterisees en ce que les 
segments d'ADN sont marques directement ou indirectement par les techniques de 

* fluorescence. 

8) Sondes ADN selon la revendication 7 caracterisees en ce que les 
segments d'ADN sont marques par au moins un fluorophore choisi parmi 
I'isothiocyanate de fluorescine (FITC), le rouge Texas (TR), la cyanine 3 (Cy3), la 
cyanine 5 (Cy5), la cyanine 5,5 (Gy5,5), la cyanine 7 (Cy7), le Bodipy 630/650. 
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9) Ensemble de sondes destinees au marquage des chromosomes humains, 
caracterisees en ce qu'elles contiennent des sondes selon Tune des revendications 1 a 8 
pour chacun des chromosomes humains ou pour un certain nombre d'cntre cux. 

10) Precede de production de sondes destine au marquage de chromosomes 
5 humains, caracterise en ce que les sondes sont obtenues par amplification IRS-PCR a 

partir desdits chromosomes en utilisant des amorces PGR spdcifiques des sequences 
d ' ADN Alu et LINE. 

1 1) Precede de production de sondes destine au marquage de chromosomes 
humains, caracterise en ce que les sondes sont obtenues par amplification IRS-PGR a 

10 partir desdits chromosomes en utilisant des amorces PGR specifiques des sequences 
d*ADN Alu, le produit d'amplification etant melange au produit d'amplification IRS- 
PCR obtenu selon le procede decrit dans la revendication 10. 

12) Sondes destinees au marquage de chromosomes humains obtenues par 
un procede selon les revendications 10 et 11. 

15 13) Procede dit FISH multicouleur, caracterise en ce qu*on utilise pour sa 

mise en oeuvre des sondes selon Tune des revendications 1 a 8 ou 12 ou un ensemble 

de sondes selon la revendication 9. 

14) Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que chaque 

fluorophore de longueur d'onde d*absorption et d*emission specifique est coupl6 a un 
20 filtre optique de fluorescence de longueur d*onde d*6mission et a un filtre optique de 

fluorescence d'excitation specifique, caracterisees en ce que : 

a) le fluorophore FITC ayant une longueur d*onde maximale d'absorption de 494 nm 
et une longueur d'onde maximale d*emission de 517 nm est coupl6 a un filtre a 

rexcitation de type -49 0DF30 (Omega Optical) et a remission de type 530DF30 

25 (Omega Optical), 

b) le fluorophore Cy3 ayant une longueur d*onde maximale d'absorption de 554 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 568 nm est coupl6 a un filtre a 
rexcitation de type 546DF10 (Omega Optical) et a remission de type 570DF10 
(Omega Optical), 

30 * c) le fluorophore TR ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 593 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 613 nm est couple a un flltre a 
rexcitation de type 590DF10 (Omega Optical) et a remission de type 615DF10 
(Omega Optical), 

d) ie fluorophore CyS ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 652 nm et 
35 une longueur d'onde maximale d'emission de 670 nm est couple a un filtre a 




• 
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Texcitation de type 650DF20 (Omega Optical) et a remission de type 670DF10 
(Omega Optical), 

e) le fluorophore Cy7 ayant une longueur d*onde maximale d'absorption dc 743 nm et 
une longueur d'ondc maximale d'cmission dc 767 nm est couple a un filtre a 

5 Texcitation dc type 740DF25 (Omega Optical) et a remission de type 780EFLP 

(Omega Optical), 

f) le fluorophore Cy5,b ayani une longueur d'onde maximale d*absorption de 675 nm 
et une longueur d'onde maximale d*6mission de 694 nm est couple a un filtre a 
rexcitation de type 680DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de type 

1 0 700EFLP (Omega Optical), 

g) le fluorophore Bodipy 630/650 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption 
de 632 nm et une longueur d'onde maximale d'emission de 658 nm est couple a un 
filtre a I'excitation de type 630DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de 
type 65ODF10 (Omega Optical). 

15 15) Precede selon la revendication 14, caracterise en ce que les filtres 

optiques presentent les qualites suivantes : 

- ils sont de type 6 cavites, 
. ils ont une ADI de 0"*; 

- ils ont un diamfetre utile centre sup6rieur a 21 mm, 
20 - ils ont une epaisseur ^ 7 mm, 

- ils ont une tolerance Xq ± 20% de FWHM, 

- ils ont une tolerance sur FWHM de ± 20% de FWHM, 

ils ont une rejection hors bande passante 0D5 de UV a 1200 nm 
i1s^Titrunexourbe^e^ nsmission -T-^^0%-&^ 



25 16) Procdde selon I'une des revendication s 13 a 15, caracterise en ce que 

lesdites sondes sont utilis6es pour I'etude des caryotypes et des caryotypes de 
rearrangements chromosomiques. 

17) Kit de diagnostic caracteris6 en ce qu'il comprend au moins des sondes 
ADN telles que decrites dans les revendications 1 a 8 ou 12 ou un ensemble de sondes 

30 • selon la revendication 9. 

18) Kit selon la revendication 17 caracterise en ce qu'il comprend au moins 
2 des fluorophores choisis parmi I'isothiocyanate de fluoresceine (FITC), le rouge 
Texas (TR), la cyanine 3 (Cy3), la cyanine 5 (Cy5), la cyanine 5,5 (Cy5,5), la cyanine 
7 (Cy7), le Bodipy 630/650. 



# # 
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19) Kit selon la revendication 18, caracteris^ en ce qu'il comprend au 
moins 3 des fluorophores choisis parmi Tisothiocyanate de fluoresceinc (FITC), le 
rouge Texas (TR), la cyanine 3 (Cy3), la cyanine 5 (Cy5), la cyanine 5,5 (Cy5,5), la 
cyanine 7 (Cy7), le Bodipy 630/650. 
5 20) Kit selon la revendication 18, caracterise en ce qu*il comprend au 

moins 4 des fluorophores choisis parmi Pisothiocyanate de fluoresceine (FITC), le 
rouge Texas (TR), la cyanine 3 (Cy3), la cyanine 5 (Cy5), la cyanine 5,5 (Cy5,5), la 
cyanine 7 (Cy7), le Bodipy 630/650. 

21) Kit selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il comprend au 
10 moins 5 des fluorophores choisis parmi Tisothiocyanate de fluoresceine (FITC), le 

rouge Texas (TR), la cyanine 3 (Cy3), la cyanine 5 (CyS), la cyanine 5,5 (Cy5,5), la 
cyanine 7 (Cy7), le Bodipy 630/650. 

22) Kit selon la revendication 18 caracterise en ce qu*il comprend les 5 
fluorophores suivants : Tisothiocyanate de fluoresceine (FITC), le rouge Texas (TR), la 

15 cyanine 3 (Cy3), la cyanine 5 (CyS), la cyanine 7 (Cy7). 

23) Procede FISH multicouleur destine a I'etude du caryotype, caracteris6 
en ce que les sondes d'ADN sont marquees par des fluorophores et en ce que chaque 
fluorophore de longueur d'onde tfabsorption et d'emission specifique est couple a un 
filtre optique de longueur d*onde d'emission specifique et a un filtre optique 

20 d'excitation specifique, caracterisees en ce que : 

a) le fluorophore FITC ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 494 nm 
et une longueur d'onde maximale d'emission de 517 nm est coupl6 a un filtre k 
Texcitation de type 490DF30 (Omega Optical) et a remission de type 53ODF30 

(Om ega-Op ti c al), 

25 b) le fluorophore Cy3 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 554 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 568 nm est couple a un filtre k 
Texcitation de type 546DF10 (Omega Optical) et k remission de type 570DF10 
(Omega Optical), 

c) le fluorophore TR ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 593 nm et 
30 * une longueur d'onde maximale d'emission de 613 nm est couple a un filtre a 

Texcitation de type 590DF10 (Omega Optical) et a remission de type 615DF10 
(Omega Optical), 

d) le fluorophore Cy5 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 652 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 670 nm est couple a un filtre a 



25 

rexcitation de type 650DF20 (Omega Optical) et a remission de type 670DF10 
(Omega Optical), 

e) le fluorophore Cy7 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 743 nm et 
unc longueur d'onde maximale d*emission de 767 nm est coupl6 a un filtrc a 
I'excitation de type 740DF25 et a remission de type 780EFLP, 

f) le fluorophore Cy5,5 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 675 nm 



et une longueur d'onde maximale d'emission de 694 nm est couple a un tiitre a 
rexcitation de type 680DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de type 
700EFLP (Omega Optical). 
10 g) le fluorophore Bodipy 630/650 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption 
de 632 nm et une longueur d'onde maximale d'emission de 658 nm est couple a un 
filtre a rexcitation de type 630DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de 
type 650DF10 (Omega Optical). 

24) Kit de diagnostic FISH multicouleur, caracterise en ce qu'il comprend 
15 les sondes d'ADN selon la revendication 8 et en ce que chaque fluorophore de 
longueur d'onde d'absorption et d'emission specifique est couple a un filtre optique de 
longueur d'onde d'emission spteifique et a un filtre optique d'excitation specifique, 
caracterisees en ce que : 

a) le fluorophore FITC ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 494 nm 
20 et une longueur d'onde maximale d'emission de 517 nm est couple a un filtre a 

rexcitation de type 490DF30 (Omega Optical) et a remission de type 530DF30 
(Omega Optical), 

b) le fluorophore Cy3 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 554 nm et 
une long ueaT~dtmde~maxinTate^r€inissi o r i de 568 nni est co upte-a un filtre-a- 

25 rexcitation de type 546DF10 (Omega Optical) et a remission de type 570DF10 

(Omega Optical), 

c) le fluorophore TR ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 593 nm et 
une longueur d'onde maximale d'6mission de 613 nm est couple a un filtre a 
I'excitation de type 590DF10 (Omega Optical) et k remission de type 615DF10 

30 (Omega Optical), 

d) le fluorophore Cy5 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 652 nm et 
une longueur d'onde maximale d'emission de 670 nm est couple k un filtre a 
I'excitation de type 650DF20 (Omega Optical) et a remission de type 670DF10 
(Omega Optical), 
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e) le fluorophore Cy7 ayant une longueur d*onde maximale d'absorption de 743 nm et 
une longueur d*onde maximale d'emission de 767 nm est coupl6 a un filtre k 
Texcitation do type 740DF25 ct a remission de type 780EFLP, 

f) le fluorophore Cy5,5 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption de 675 nm 
et une longueur d*onde maximale d'emission de 694 nm est couple a un filtre a 
Texcitation de type 680DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de type 

700EFLP (Omega Optical), 

g) le fluorophore Bodipy 630/650 ayant une longueur d'onde maximale d'absorption 
de 632 nm et une longueur d'onde maximale d'emission de 658 nm est couple a un 
filtre a Texcitation de type 630DF20 (Omega Optical) et a un filtre a remission de ||| 
type 650DF10 (Omega Optical). 



